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(57) Abstract 

The invention concerns the use of an adsorptive size exclusion chromatography gel, said gel essentially consisting of a polysaccharide 
matrix whereon is grafted a polymer coupled with an affinity ligand and having a cleavage threshold ranging between 2 kDa and 60 kDa 
for eliminating and purifying biomolecules. 



(57) Abrege 

L'invention concerne Tutilisation d'un gel adsorbant alliant les propri&es des chromatographies d T exclusion st6rique et d'affinit6, 
ledit gel consistant essentiellement en une matrice de polysaccharide sur laquelle est greffe* un polymere coupld a un ligand d'affinitd et 
ayant un seuil de coupure ajustable compris entre 2 kDa et 60 kDa, pour eliminer et purifier des biomotecules. 
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UTILISATION D'UN GEL ADSORBANT POUR ELIMINER ET PURIFIER 
LES BIOMOLECULES 

La presente invention est relative a l'utilisation d r un gel adsorbant 
alliant les proprietes des chromatographies d'exclusion sterique et d'affinite (gel 
AdSEC, pour "Adsorptive Size Exclusion Chromatography). 

Le principe d'un gel AdSEC resulte de la fusion de deux techniques 
chromatographiques : exclusion de taille et affinite, afin d'obtenir des supports alliant 
les proprietes les plus interessantes de ces dernieres. 

La chromatographic d'exclusion de taille (filtration sur gel) permet la 
separation des molecules en fonction de leur seul encombrement sterique lors de leur 
diffusion passive dans un tamis moleculaire (gel). Les plus grosses molecules ne 
peuvent penetrer la matrice reticulee et sont par consequent exclues plus rapidement 
de la colonne. Cette technique possede la particularity de ne pas presenter 
d'interactions entre le support et les molecules, done d'etre relativement peu sensible 
aux conditions biochimiques (pH, force ionique) de la solution. En revanche, du fait 
de son principe de diffusion, les facteurs limitants de son utilisation sont generalement 
un temps de manipulation important (car on utilise des debits faibles), ainsi qu'un 
depot d'echantillons relativement restreint (1 a 5 % du volume de la colonne). 

La chromatographic d'affinite repose sur des interactions moleculaires 
entre le support (matrice sur laquelle on greffe des ligands d'affinite) et les molecules 
a separer. Parmi ces ligands d'affinite, les ions metalliques immobilises, introduits en 
1975 par Porath et al (Nature, 1975, 21, 598-599), represented une methode de 
separation basee sur les interactions (liaisons de coordination) entre des biomolecules 
en solution et des ions metalliques immobilises sur un support ; les ions Zn(II), Cu(II), 
Ni(II) et Co(II) sont les plus couramment utilises. On parle de chromatographic 
d'affinite sur ions metalliques immobilises (IMAC). 

L'utilisation conjointe des principes des chromatographies d'exclusion 
sterique et d'affinite (AdSEC) a ete discutee par Porath et al (Int. J. of Bio- 
Chromatogr., 1997, 3, 9 - 17). Ces auteurs ont montre que des derives 
iminodiacetiques de dextran portant des ions metalliques comme ligand d'affinite 
permettent une exclusion sterique et sont susceptibles de concentrer efficacement des 
solutions par leur proprietes d'adsorption et d'affinite. Ces auteurs ont montre qu'une 
colonne de gel AdSEC d'un volume de 5 ml pouvait fixer un pourcentage important de 
composes ayant un poids moleculaire compris entre 5 kDa et 50 kDa et les concentrer 
environ 1000 fois en une seule operation. 
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De tels supports permettent d'adsorber les plus petites molecules (ayant 
une affinite pour le ligand greffe) a des debits et des volumes importants (non autorise 
en filtration sur gel). D'autre part lors de la synthese du gel adsorbant, le seuil 
d'accessibilite au ligand d'affinite peut etre module durant la synthese du gel en 
fonction de la taille de la biomolecule a eliminer ou a purifier. 

L'insuffisance renale terminale touche actuellement 22000 personnes en 
France dont 20000 sont traitees par hemodialyse iterative. Seulement 1800 peuvent 
esperer etre transplants chaque annee, sachant qu'un quart d'entre elles reviendra 
dans les cinq ans en hemodialyse en raison d'un rejet pour attendre une nouvelle 
transplantation. 

La survie de I'uremique, toutes methodes confondues peut depasser 25 
ans s'il n'est pas porteur d r affection cardio-vasculaire severe. Dans ce cas, sa qualite de 
survie se trouve profondement alteree au fil des ans par les complications 
osteoarticulaires de Turemie terminale, au premier plan desquelles sont decrites les 
arthropathies erosives secondaires aux depots de la B2-microglobuIine (B2-M). 

Le mecanisme de survenue de ces arthropathies commence des 
qu'apparait l'insuffisance renale responsable d'une accumulation de B2-microglobuline. 
Cette proteine de poids moleculaire de 1 1800 Da, va s'accumuler dans Torganisme au 
fil des annees et se deposer selectivement au niveau des disques cervicaux, des 
epaules, des hanches et des poignets. Des depots cardiaques et digestifs ont ete 
rapportes. Ces depots vont fragiliser 1'articulation et Tos adjacent jusqu'a detruire 
totalement Tarticulation. Ainsi, on observe un effondrement des corps vertebraux 
pouvant entrainer une compression medullaire avec perte de commande des quatre 
membres, des luxations articulaires irreversibles, une perte de la prehension au niveau 
des mains et des pseudo fractures de la hanche. Des compressions nerveuses canalaires 
sont observees comme le syndrome du canal carpien. 

Ces complications conduisent irremediablement l'uremique vers 
I'mvalidite et Tetat grabataire que ne peuvent prevenir les methodes de dialyse 
classique. La transplantation permet une stabilisation de ces lesions. 

Afin de prevenir efficacement ces complications, il importe de pouvoir 
epurer efficacement les composants polluants du sang, en particulier la 02- 
microglobuline, qui sont synthetises quotidiennement par Torganisme et qui ne sont 
pas ou pas suffisamment elimines par les reins defectueux chez les patients dialyses. 

L'epuration de ces differentes biomolecules ne peut se faire qu'au 
niveau des membranes artificielles lors de la dialyse qui actuellement sont 
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msuffisamment efficaces malgre une epuration par filtration et adsorption non 
specifique membranaire. 

Les techniques existantes pour Pelimination des biomolecules dont la 
62-microglobuline sont actuellement de 3 types : 

1- Elimination des biomole cules par hemodialvse 

LTiemodialyse est une technique destinee a des sujets atteints d'une 
insuffisance renale partielle ou totale (figure 1). Elle consiste en un traitement 
extracorporal du sang, assurant les memes fonctions que le rein grace a un procede 
membranaire. La partie essentielle de l'hemodialyseur (1) est une membrane 
d'echange, de part et d'autre de Iaquelle, circulent a contre courant le sang du patient et 
le dialysat issu du generateur d'hemodialyse (2). Cette technique permet i'epuration 
des composes de petit poids molecuiaire polluant le sang, tels que I'uree, les acides 
amines, les sels mineraux qui sont normalement elimines par le rein. Dans le cas de la 
B2-microglobuline serique, les differentes membranes de dialyse couramment utilisees 
possedent deux proprietes antagonistes : 

- capture de la B2-microglobuline par adsorption non-specifique sur la 

membrane, 

* generation de la B2-microglobuline par decrochage de cette molecule 
qui est associee de fafon non covalente a la surface des cellules nucleees sanguines 
dans le complexe majeur d'histocompatibilite de type I. 

Le degre de generation de 02-microglobuIine est un des criteres qui 
definissent la biocompatibilite des membranes. Ainsi fort de ces deux proprietes 
antagonistes, certaines membranes conduisent lors d'une seance d'hemodialyse 
globalement a une augmentation de la concentration en B2-microglobuline, alors que 
d'autres la diminuent. 

Cependant, quelles que soient les membranes utilisees, ces resultats 
sont niveles sur des periodes superieures a un an. Ainsi, il a ete constate que le taux 
plasmatique de la B2-microglobuline chez les patients uremiques apres quinze mois de 
dialyse etait invariablement augmente pour etre compris entre 40 et 50 mg/1 (contre 1 
a 2 mg/1 chez les patients sains). De tels problemes de biocompatibilite se retrouvent 
egalement pour les autres biomolecules. 

2. Elimination des biomolecules par h emofiltration 

Une fois par mois, le dialyse subit une seance d'ultrafiltration. Le 
module utilise (1) possede un seuil de coupure plus eleve qu*en hemodialyse (seuil 
moyen de 40 kDa) et permet l'elimination par filtration des petites molecules du 
plasma, dont les plus petites proteines, telle que la B2 -microglobulin (figure 2). 
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Durant une seance ^ultrafiltration, la perte d'eau plasmatique est compensee par un 
apport equivalent en liquide physiologique (3). 

Les resultats quaiitatifs, vis a vis de l'elimination de la B2- 
microglobuiine (epuration et generation de cette molecule par les membranes 
d'ultrafiltration), sont similaires a ceux obtenus en hemodialyse. On retrouve ainsi une 
influence importante de la nature de la membrane et de la duree de rhemo filtration. Si 
certaines membranes semblent eliminer plus de J32-microglobuline sur 5 heures (une 
seance), on assiste egalement a un nivellement des resultats au cours du temps. Au 
niveau quantitatif, il semble qu'environ 50% de la B2-microglobuline serique soit 
eliminee par seance d'hemofiltration. Cependant, meme si cette technique est plus 
efficace pour 1'epuration de la B2-microglobuline que I'hemodialyse, elle reste 
insuffisante pour prevenir et empecher Tapparition de la maladie. De plus, cette 
technique presente l'inconvenient d'eliminer de nombreuses autres petites proteines 
que la B2-microglobuline, puisque l'ultrafiltrat est elimine de fa?on definitive. 

3, Couolape colonne/hemoriialy^nr 

Cette methode a ete presentee comme une alternative aux methodes 
usuelles d'hemodialyse et ^ultrafiltration (Nakazawa et al, Int. J. Artif. Organs, 1994, 
12, 203-208). Celle-ci consiste en une adsorption en serie des biomolecules sur un gel 
poreux de cellulose (350 ml d'adsorbant), suivie d'une hemodialyse classique. Dans le 
cas de la B2-microglobuline le gel est decrit pour avoir une capacite theorique pour la 
B2-microglobuline de 1 mg par ml d'adsorbant. Les resultats obtenus sont les meilleurs 
decrits dans la litterature, puisque chez un patient dont le taux initial en 
B2-microglobuIine etait de 30 mg/I, ce systeme a permis de reduire la concentration en 
B2-microglobuline a 10 mg/1 finale apres 6 mois de traitement. Les auteurs ont 
presente une amelioration du retardement de Tapparition des depots amyloides dans 2 
cas sur 3, chez leurs patients apres therapie. 

Cependant on observe egalement apres traitement une chute de 
concentration de certaines molecules seriques (« retinol binding protein », lysozymes). 
Ce phenomene est attribuable au passage directe du sang a travers l'adsorbant, qui est 
susceptible de generer des problemes de biocompatibilite. 

Ainsi les techniques existantes pour Telimination de la 
B2-microglobuline et des autres biomolecules ont principalement deux limites : 
- la biocompatibilite des supports, notamment pour la generation de la 
B2-microglobuline, c f est-a-dire l'equilibre entre l'adsorption non specifique sur la 
membrane et la generation de la B2-microglobuline lors du passage des cellules a leur 
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contact ; cet equilibre conditionne la quantite de B2-microgIobuline reellement 
eliminee lors d f une seance d'hemodialyse ou d'hemofiltration, 

- la specificite du substrat : en effet, les techniques d'hemofiltration et de liaison 
aspecifique avec des ligands couples sur des gels conduisent a Telimination non 
souhaitee d ! autres molecules du serum. 

Un dispositif pour eliminer la B2-microglobuline ou toute autre 
biomolecule devrait done allier une elimination satisfaisante (quantitative) a une 
elimination specifique (qualitative) de la molecule concernee. 

Dans la presente invention, les inventeurs se sont done donne pour 

objet : 

- Tutilisation, dans un dispositif destine a eliminer les biomolecules, d'un gel adsorbant 
alliant les proprietes des chromatographies d'exclusion sterique et d'affinite, ledit gel 
consistant essentiellement en une matrice de polysaccharide sur laquelle est greffe un 
polymere couple a un ligand d'affinite (gel AdSEC, pour "Adsorptive Size Exclwzon 
Chromatography") et ayant un seuil de coupure ajustable compris entre 2 kDa et 
60 kDa, 

- Futilisation d'un gel AdSEC pour separer et purifier les biomolecules ayant un poids 
moleculaire compris entre 2 kDa et 60 kDa, 

- un dispositif destine a I'elimination de biomolecules d'un poids moleculaire compris 
entre 2 kDa et 60 kDa comprenant un module ^ultrafiltration eventuellement en 
amont et en serie avec un module de dialyse et utilisant une colonne de gel AdSEC 
ayant un seuil de coupure ajustable compris entre 2 kDa et 60 kDa, ladite colonne 
etant montee en derivation dudit module ^ultrafiltration ; ce dispositif permet de 
s'affranchir des problemes de biocompatibilite et d'eliminer specifiquement les 
biomolecules desirees, 

- un dispositif de purification de biomolecules d'un poids compris entre 2 kDa et 
60 kDa utilisant une colonne de gel AdSEC ayant un seuil de coupure ajustable 
compris entre 2 kDa et 60 kDa, ladite colonne etant eventuellement en derivation d'un 
systeme de filtration ; ce dispositif permet de separer les biomolecules normales et les 
biomolecules modifiees, par exemple par glycation. 

Dans un mode avantageux de realisation, la matrice de polysaccharide 
est de Tagarose ou a base d'un derive d'agarose, le polymere peut etre le 
polyethyleneglycol (PEG) ou le polypropyleneglycol (PPG) et le ligand d'affinite peut 
etre par exemple un agent chelateur de metaux couple a des ions metalliques, une 
proteine, un peptide, un substrat d'enzyme ou un inhibiteur d'enzyme. 



WO 00/25911 



6 



PCT/FR99/02635 



Dans un mode prefere de realisation, le gel adsorbant consiste en une 
matrice a base d'un derive d'agarose sur laquelle est greffe du polyethyleneglycol 
couple a I'acide iminodiacetique (IDA) lui-meme couple a des ions metalliques, par 
exemple des ions cuivreux ; ce complexe est appele gel IMAdSEC ("Immobilized 
Metal ion Adsorptive Size Exclusion Chromatography"). 

Dans un mode egalement prefere de realisation, le seuil de coupure du 
gel adsorbant est de 20 kDa, permettant ainsi l'elimination ou la purifiation des 
biomolecules dont le poids moleculaire est inferieur a 20 kDa, en particulier la 
B2-microglobuline serique. 

Le systeme d'epuration selon la presente invention possede la 
particularite de placer le gel adsorbant pour la biomolecule a eliminer en derivation du 
systeme de circulation a epurer. Ainsi lorsqu'on epure du sang, il n'y a a aucun 
moment contact entre le gel et les elements figures du sang, done les problemes de 
biocompatibilite (par exemple, generation de 62-microglobuline par contact des 
cellules nucleees du sang) ou d*hemolyse des cellules au contact du gel sont evites. 

De plus, contrairement aux autres techniques utilisees actuellement, 
l'epuration de la biomolecule a eliminer ou a purifier est realisee grace a un ligand qui 
ne va retenir que cette molecule. Cette specificite est obtenue grace au double 
tamisage de la membrane ^ultrafiltration (qui retient par exemple les elements figures 
du sang et les grosses molecules seriques) et du gel AdSEC qui interdit l'acces au 
ligand a d'autres molecules affines pour le ligand d'affinite mais dont la taille est 
superieure au seuil de coupure du gel. 

L'autre interet de l'utilisation de ce gel AdSEC est sa facilite de 
regeneration. Par exemple, lorsqu'on utilise un metal comme ligand d'affinite, celui-ci 
peut etre chelate par une solution d'EDTA, qui permet de decrocher toute molecule 
adsorbee sur le gel, autorisant ainsi un nettoyage du gel, sa regeneration par une 
nouvelle charge du metal et sa sterilisation. 

Le systeme d'elimination selon l'invention peut etre utilise par exemple 
dans le cadre d'une dialyse renale ; dans ce cas il existe un avantage supplementaire 
qui tient au fait que la fraction epuree par passage sur le gel AdSEC retoume au 
malade, limitant ainsi les pertes en autres elements presents dans le sang. 

Outre les dispositions qui precedent, l'invention comprend encore 
d'autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se refere a des 
exemples ainsi qu'aux figures annexees dans lesquelles : 

- la figure 1 represente le schema general de la dialyse renale ; (1) hemodialyseur, 
(2) generateur d'hemodialyse, (3) pompe, 
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- la figure 2 represente le schema d'une hemo filtration par ultrafiltration ; (1) 
hemofiltre, (2) generateur d'hemodialyse, (3) liquide physiologique, (4) pompe, 

- la figure 3 illustre les chromatographies sur ions metalliques (cuivre) immobilises 
sur 3 types de gels : A Sepharose® 4B-EDA-cuivre, pic 1 : proteines non adsorbees ; 
pic 2 : elution a pH 6,0 ; pic 3 : elution a pH 5,0 ; pic 4 : elution a pH 4,0 ; pic 5 : 
elution a pH 3,0 ; pic 6 : EDTA 25 mM. B Novarose®-IDA-cuivre, pic 1 : proteines 
non adsorbees ; pic 2 : elution a pH 6,0 ; pic 3 : elution a pH 5,0 ; pic 4 : elution a 
pH 4,0 ; pic 5 : elution a pH 3,0 ; pic 6 : EDTA 25 mM. C Novarose®-PEG/EDA- 
cuivre (IMAdSEC), pic 1 : proteines rion adsorbees ; pic 2 : elution a pH 6,0 ; 
pic 3 : elution a pH 5,0 ; pic 4 : elution a pH 4,0 ; pic 5 : elution a pH 3,0 (l ier pic) ; 
pic 5 1 elution a pH 3,0 (2 i4mc pic) ; pic 6 : EDTA 25 mM, 

- la figure 4 illustre l'analyse electrophoretique des fractions separees par 
chromatographie illustree figure 3 ; les numeros correspondent aux fractions 
separees par chromatographie de la figure 3 ; A Sepharose® 4B-IDA-cuivre. 
B Novarose®-IDA-cuivre. C Novarose®-PEG/IDA-cuivre (IMAdSEC). Cette 
figure illustre la specificite du gel IMAdSEC pour la 62-microglobuline par rapport 
aux deux autres types de gels, 

- la figure 5 illustre l'analyse par spectrometrie de masse de la composition 
proteique de l'ultrafiltrat de depart et de la fraction retenue sur gel IMAdSEC. A (I) 
spectre de l'ultrafiltrat, (II) deconvolution du spectre (a) calcul de la masse de la 
B2-microglobuline (b) calcul de la masse de l'albumine. B (I) spectre de la fraction 
purifiee, (II) deconvolution du spectre et calcul de la masse de la 
B2-microglobuline, 

- la figure 6 illustre la capacite du gel IMAdSEC pour la C2-microglobuline, 

- la figure 7 illustre le montage en derivation d'un module de filtration du dispositif 
de purification selon l'invention ; (1) module d' ultrafiltration, (2) colonne 
contenant le gel IMAdSEC, (3) pompes, (4) ultrafiltrat, 

- la figure 8 illustre la capacite du dispositif illustre figure 7 pour Telimination de 
la 132-microglobuline d'un Pultrafiitrat d'un patient uremique, 

- la figure 9 illustre Tanalyse electrophoretique des fractions separees par 
chromatographie illustree figure 8 ; 1 : ultrafiltrat ; 2 : 15 minutes de passage sur le 
gel IMAdSEC ; 3 : 30 minutes de passage sur le gel IMAdSEC ; 4 : 120 minutes de 
passage sur le gel IMAdSEC ; 5 : fraction eluee a pH 5,0 ; 6 : fraction eluee a 
pH 4,0 ; 7 fraction eluee a pH 3,0 ; 8 : fraction eluee avec EDTA, 9 : standard 
proteique, 
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- la figure 10 represente un systeme d'hemodialyse comprenant le dispositif selon 
1'invention ; (1) hemofiltre, (2) hemodialyseur, (3) coionne IMAdSEC, (4) 
generateur d'hemodialyse, (5) pompe sanguine et (6) pompe d' ultrafiltration. 

5 EXEMPLE 1 

Determination de la specificite et de la capacite d'un gel IMAdSEC : (Novarose®- 
PEG/IDA-cuivre) pour la 02-microglobuline 

1- Svnthese du Pel lynvarn^ .pECi/TnA-f iiivro : 
Etape 1 : couplage du PEG et creation du seuil de coupure du gel : 
1 0 011 reprend 1 0 g de Novarose® Act High 1 00/40 (INOVATA, Bromma, 

Suede), prealablement seches par succion, dans 5 ml de Na 2 C0 3 1M, pH>12 et 5 ml 
d'eau desionisee. On ajoute 5 ml de Na 2 C0 3 1M, pH>12, 5 ml d'eau desionisee et 30 
ml de NH 2 -PEG-NH 2 a 10% dans du Na 2 C0 3 1M, pH>12. On laisse le melange sous 
agitation douce a temperature ambiante (22°C) pendant 1 a 24 heures suivant le seuil 
de coupure souhaite (ce temps est de 4 heures pour un seuil de coupure de 20 kDa qui 
est le seuil souhaite pour la P2-microglobuline). 

Etape 2 : couplage du ligand : 1'acide iminodiacetique (IDA). 
On rince le gel obtenu a 1'etape 1 sur fritte (par succion) par une 
solution d'eau desionisee. On le resuspend dans une solution comprenant 15 ml de 
20 Na 2 C0 3 IM, pH>12, 15 ml d'eau desionisee, et 10 ml d'une solution d'IDA a 10% 
dans Na 2 C0 3 1M, pH>12. On laisse le melange sous agitation douce a temperature 
ambiante (22°C) pendant 48 heures. On rince le gel IMAdSEC sur fritte 
successivement par de I'eau desionisee, par une solution de soude 1M, par de l'eau 
desionisee, par une solution d'acide chlorhydrique 0, IM, puis par de l'eau desionisee. 
25 On conserve le gel ainsi obtenu a 4°C dans une solution d'ethanol a 20% jusqu'a son 
utilisation. 

Etape 3 : couplage des ions metalliques (ions cuivres Cu II) : 
La charge de metal est realisee en utilisant une solution aqueuse de 
sulfate de cuivre a 50 mM dans des conditions classiques. 
30 2. Preparation des solu tions hiolocriqiiPs 

Les produits sont issus de l'hemofiltration du sang lors de seance 
^ultrafiltration dans le cadre du traitement de patients uremiques (figure 2). On utilise 
des ultrafiltrats (pH 7,2, 13 raS/cm) dont la concentration en C2-microglobuline varie 
de 7 a 20 mg/1 selon les patients. 
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3 - SpgClficite tfM Pel Npvarose^-PEG/IDA-cmvre pour In ft?. 
nifcrQglQbuUne Par rapport a des gels sans ta misage Sepharos^4B-IDA-eiiivrP f y 
Novarose^-rDA-cuivre. 
MODE OPERATOIRE : 

On a teste 3 gels : Sepharose® 4B-EDA-cuivre, Novarose®-IDA-cuivre 
(gels IMAC) et Novarose®-PEG /IDA-cuivre (gel IMAdSEC), pour leur capacite a 
adsorber les molecules de l'ultrafiltrat d'un patient uremique. Le gel de Sepharose® 
4B-IDA a ete prepare selon le protocole decrit par Sundberg et Porath (J. Chromatogr., 
1974, 2Q 9 87-98). Le gel Novarose®-EDA resulte du raeme protocole que celui decrit 
ci-dessus au point 1 pour la synthese du gel IMAdSEC, ou seule la deuxieme et la 
troisieme etape ont ete realisees (pas d'activation prealable du gel par le PEG). On 
applique 2 ml de gel dans une colonne (diametre 1 cm) et on realise une 
chromatographic basse pression (1 ml/min). On fait passer 10 ml d'ultrafiltrat d'un 
patient, dont la concentration en 02-microglobuline est de 20 ng/ml sur chacun des 3 
differents gels en circuit ferme durant 20 minutes. On realise Tequilibration et le 
rintage de chaque colonne apres adsorption de Tultrafiltrat par un tampon 
MMA pH 7,0 (MMA = MOPS, MES, Acetate, 25 mM chacun). On elue par un 
gradient decroissant discontinu de pH (Tampon, MMA 25 mM, pH 6,0, puis pH 5,0, 
puis pH 4,0 et glycine 25 mM a pH 3,0), puis par une solution d'EDTA (50 mM) pour 
decrocher le cuivre. On mesure la teneur en proteines lors de la chromatographic par 
lecture de la densite optique (X « 280 nm) avec un detecteur place en sortie de 
colonne. On realise le dosage de la B2-microglobuline par un dosage immunologique 
(Anticorps polyclonal de lapin anti C2-microgIobuline humaine, Dako, Danemark) 
utilisant un appareil de nephelemetrie (Beckman, USA). On analyse les differentes 
fractions par electrophorese SDS-PAGE, selon le protocole decrit par Laemmli 
(Nature, 1970, 222, 680-685) et coloration des proteines au nitrate d'argent. Apres 
dessalage et concentration, on analyse les fractions par spectrometrie de masse 
(technique ESI-MS pour " ElectroSpray Ionisation Mass Spectrometry"), dont la 
sensibilite, determinant la masse au Dalton pres, permet d'identifier les molecules. 
RESULTATS : 

* La chromatographic sur gel de Sepharose® 4B-IDA-cuivre (figure 
3A) montre que, si la B2-microglobuIine presente une affinite importante pour le 
cuivre chelate, son elution a lieu dans les memes fractions que Talbumine (figure 4A). 
Toutes les proteines de Tultrafiltrat sont adsorbees sur le gel, qui ne presente done pas 
de specificite pour la Q2-microglobuline. 
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* La chromatographic sur gel Novarose®-IDA-cuivre (figure 3B) 
montre egalement que ce type de gel permet l'adsorption de toutes les proteines de 
I'ultrafiltrat (figure 4B). Sa capacite en cuivre plus faible que celle du Sepharose®-4B- 
IDA resulte en revanche en des elutions de proteines lors du gradient discontinu de 
pH, contrairement au gel Sepharose® 4B-IDA (figure 4B versus 4A). Comme ce 
dernier, il n'assure pas de specificite pour la B2-microglobuline (figure 4B). 

* La chromatographic sur gel Novarose®-PEG/IDA-cuivre en revanche 
a permis l'adsorption de la seule B2-microglobuline de I'ultrafiltrat du patient. Son 
elution a lieu a pH 3,0 en deux pics distincts (figure 4C). 

Dans les trois types de chromatographic, les analyses par nephelometric 
confirment la disparition totale de la C2-microglobuline de la fraction d'ultrafiltrat 
passee sur les 3 types de gels et son elution de la colonne. 

L'analyse ESI-MS montre que la chromatographic sur gel IMAdSEC 
permet de passer d'une fraction constitute d'un melange de depart : albumine + SH- 
IS microglobuline, a une fraction eluee a pH 3,0 qui contient uniquement la 
62-microglobuline (figure 5A versus 5B). 

Ces resultats montrent l'affinite de la B2-microglobuline pour le ligand 
(metal chelate, ici le cuivre) et la specificite apportee par le tamisage moleculaire 
(couplage du PEG) du gel IMAdSEC par rapport aux gels IMAC classiques. 

4. Capacite du gel TM AHSF C-cuivre pour la B2-microplnhii1in» 
MODE OPERATOIRE : 

50 ml d'ultrafiltrat d'un patient uremique, contenant 350 ug de 
B2-microglobuline (soit une concentration de B2-microgIobuline de 7 ug/ml) circule 
en circuit ferme pendant 150 minutes sur 0,65 ml de gel IMAdSEC dans les memes 
conditions chromatographiques que precedemment (debit = 1 ml/min). On elue 
directement a pH 4,0 (figure 6). 
RESULTATS : 

Apres 150 minutes, la concentration en B2-microglobuline mesuree par 
nephelemetrie est de 2,3 ug/ml, soit une quantite en 132-microglobuline restante de 
1 15 ug. Par consequent, 235 ug de B2-microglobuIine ont ete fixes sur les 0,65 ml de 
gel, ce qui correspond a une capacite de fixation du gel IMAdSEC-cuivre de 360 
Ug/ml. L'analyse SDS-PAGE et ESI-MS des fractions a ete realisee comme decrit 
precedemment. La quantite de B2-microglobuline, eluee a pH 4,0, est d'environ 180 ug 
au lieu de 235 ug attendus. La difference peut etre expliquee par l'absence de mesure 
des fractions de rincage et d'EDTA susceptibles de contenir elles aussi de la 
B2 -microglobuline. 
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Ces resultats suggerent que, compte-tenu de ces performances et de 
cette specificite pour la 62-microglobuline, une colonne de 500 a 750 ml de gel 
IMAdSEC-cuivre permettrait d'eliminer 250 mg de B2-microglobuline, quantite qui 
correspond a 5 litres de sang a une concentration en 02-microglobuline de 50 mg/1. 

EXEMPLE 2 

Separation et purification de la B2-microgIobuIine par un dispositif comprenant 
le couplage d'un module d'uitrafiltration et d'une colonne IMAdSEC 
MODE OPERATOIRE 

On utilise le montage represents figure 7. Le module d'uitrafiltration 
(1) utilise est compose de 100 fibres creuses en Polysulfone tirees d'un module 
d'uitrafiltration commercial modele Fresenius F80. 

On passe 50 ml d'ultrafiltrat d'un patient uremique (concentration en 
02-microglobuline = 7 ng/ml) en circuit ferme durant 3 heures sur I'ensemble mini- 
module d'ultrafiltration/colonne de gel IMAdSEC (0,65 ml de gel IMAdSEC). Les 
conditions de cromatographie sont celles de l'exemple 1 a savoir : tampon, MMA 
25 mM, pH 6,0, puis pH 5,0, puis pH 4,0 et glycine 25 mM a pH 3,0, puis EDTA 
50 mM pour eluer le cuivre chelate sur le gel. 

Apres 3 heures, on mesure la concentration en 02-microglobuline dans 
le reservoir par nephelometric 
RESULTATS 

On passe d'une concentration de 7 ng/ml en 02-microglobuline (soit 
une quantite de depart de 350 fig) a environ 1 ng/ml (50 ng de 62-microglobuline 
restante). Par consequent environ 300 ng de 02-microglobuline ont ete fixes sur les 
0,65 ml de gel IMAdSEC, ce qui correspond a une capacite de fixation du gel 
IMAdSEC pour la 02-microglobuline de 461 )Lig/ml. 

L'analyse ESI-MS (figure 8) et SDS-PAGE (figure 9) des fractions 
montrent que la 132-microgiobuline a ete adsorbee de fa?on specifique par le gel 
IMAdSEC. Elle est eluee en deux fractions principales a pH 4,0 et pH 5,0. 

Ces resultats suggerent que le gel IMAdSEC pourrait etre utile pour la 
separation des biomolecules et de leurs isoformes comme par exemple la 
B2-microglobuIine normale et la 02-microglobuline glycatee. 
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REVENDTCATTONS 

1. Utilisation, dans un dispositif destine a eliminer les biomolecules, 
d'un gel adsorbant alliant les proprietes des chromatographies d'exclusion sterique et 
d'affinite, ledit gel adsorbant consistant essentiellement en une matrice de 
polysaccharide sur laquelle est greffe un polymere couple a un ligand d'affinite et 
ayant un seuil de coupure ajustable compris entre 2 kDa et 60 kDa. 

2. Utilisation d'un gel adsorbant alliant les proprietes des 
chromatographies d'exclusion sterique et d'affinite, ledit gel adsorbant consistant 
essentiellement en une matrice de polysaccharide sur laquelle est greffe un polymere 
couple a un ligand d'affinite et ayant un seuil de coupure ajustable compris entre 
2 kDa et 60 kDa, pour separer et purifier les biomolecules. 

3. Utilisation selon Tune queiconque des revendications 1 et 2 
caracterisee en ce que la matrice de polysaccharide est de l'agarose ou a base d'un 
derive d'agarose, le polymere est choisi dans le groupe comprenant le 
polyethyleneglycol et le polypropyleneglycol et le ligand d'affinite est choisi dans le 
groupe comprenant les agents chelateurs de metaux couples a des ions metalliques, les 
proteines, les peptides, les substrats d'enzymes ou les inhibiteurs d'enzymes. 

4. Utilisation selon 1'une queiconque des revendications 1 a 3 
caracterisee en ce que le gel adsorbant consiste en une matrice a base d'un derive 
d'agarose sur laquelle est greffe du polyethyleneglycol couple a l'acide 
iminodiacetique Iui-meme couple a des ions cuivreux. 

5. Utilisation, dans un dispositif destine a eliminer les biomolecules, 
d'un gel adsorbant alliant les proprietes des chromatographies d'exclusion sterique et 
d'affinite, ledit gel adsorbant consistant en une matrice a base d'un derive d'agarose 
sur laquelle est greffe du polyethyleneglycol couple a l'acide iminodiacetique lui- 
meme couple a des ions cuivreux et ayant un seuil de coupure de 20 kDa. 

6. Utilisation d'un gel adsorbant alliant les proprietes des 
chromatographies d'exclusion sterique et d'affinite, ledit gel adsorbant consistant en 
une matrice a base d'un derive d'agarose sur laquelle est greffe du polyethyleneglycol 
couple a l'acide iminodiacetique lui-meme couple a des ions cuivreux et ayant un seuil 
de coupure de 20 kDa, pour separer et purifier les biomolecules. 

7. Utilisation selon 1'une queiconque des revendications 5 et 6 
caracterisee en ce que la biomolecule est la B2-microgIobuline serique. 

8. Dispositif pour eliminer les biomolecules comprenant un module 
d 'ultrafiltration eventuellement en amont et en serie d'un module de dialyse, 
caracterise en ce que ce dispositif comprend en plus une colonne contenant un gel 
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adsorbant alliant les proprietes des chromatographies d'exclusion sterique et d'affinite, 
ledit gel adsorbant consistant essentiellement en une matrice de polysaccharide sur 
laquelle est greffe un polymere couple a un ligand tfaffinite et ayant un seuil de 
coupure ajustable compris entre 2 kDa et 60 kDa, la dite colonne etant montee en 
derivation dudit module d'ultrafiltration. 

9. Dispositif selon la revendication 8 caracterise en ce que le gel 
adsorbant consiste en une matrice a base d'un derive d' agarose sur laquelle est greffe 
du polyethyleneglycol couple a l'acide iminodiacetique lui-meme couple a des ions 
cuivreux et ayant un seuil de coupure de 20 kDa. 

10. Dispositif pour separer et purifier des biomolecules comprenant une 
colonne contenant un gel adsorbant alliant les proprietes des chromatographies 
d'exclusion sterique et d'affinite, ledit gel consistant essentiellement en une matrice de 
polysaccharide sur laquelle est greffe un polymere couple a un ligand d'affinite et 
ayant un seuil de coupure ajustable compris entre 2 kDa et 60 kDa, ladite colonne 
etant eventuellement montee en derivation d'un module de filtration. 

11. Dispositif selon la revendication 10 caracterise en ce que le gel 
adsorbant consiste en une matrice a base d'un derive d'agarose sur laquelle est greffe 
du polyethyleneglycol couple a l'acide iminodiacetique lui-meme couple a des ions 
cuivreux et ayant un seuil de coupure de 20 kDa. 

12. Dispositif selon la revendication 9 ou la revendication 11 
caracterise en ce que la biomolecule est la B2-microglobuline serique. 

13. Utilisation du dispositif selon les revendications 8 a 12 pour 
eliminer les biomolecules du sang, a 1'exception de la dialyse extra-corporelle. 

14. Utilisation selon la revendication 13, caracterisee en ce que le 
dispositif comprend un gel adsorbant consistant en une matrice a base d'un derive 
d'agarose sur laquelle est greffe du polyethyleneglycol couple a l'acide 
iminodiacetique lui-meme couple a des ions cuivreux et ayant un seuil de coupure de 
20 kDa. 

15. Utilisation selon la revendication 14, caracterisee en ce que la 
biomolecule est la p2-microglobuline serique. 

16. Dispositif selon Tune quelconque des revendications 8 a 12 
caracterise en ce que le dispositif est un systeme de dialyse extra-corporelle. 
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REVINDICATIONS MODIFIEES 

[re?ues par Ie Bureau International le 10 avril 2000 (10.04.00); 
revendications originales 1-16 remplacees par de nouvelles 
revendications 1 -9 (2 pages)] 

1. Dispositif pour eliminer les biomolecules comprenant un module 
d'ultrafiltration evcntuellement en amont ct en serie d'un module de dialysc, caraete- 
risc en ce que cc dispositif comprend cn plus unc colonne contenant un gel adsorbant 
5 alliant les proprietes des chromatographies d'cxclusion stcrique et d'affinite, ledit gel 
adsorbant consistant esscntiellemcnt en une matriee de polysaccharide sur laquclle est 
greffe un polymere couple a un ligand d'affinite et ayant un seuil de coupurc ajustablc 
compris entre 2 kDa et 60 kDa, la ditc colonne ctant montcc en derivation dudit 
module d'ultrafiltration. 

10 2. Dispositif scion la revendication 1, caraeterisc en ce que le gel 

adsorbant consiste en une matriee a base d'un derive d 'agarose sur laquelle est greffe 
du polycthyleneglycol couple k l'acide iminodiacetiquc lui-memc couple a des ions 
cuivrcux et ayant un seuil dc coupure de 20 kDa. 

3. Dispositif pour scparer et purifier des biomolecules comprenant 

15 une colonne contenant un gel adsorbant alliant les proprietes des chromatographies 
d'exclusion sterique ct d'affinite, ledit gel consistant esscntiellement cn une matriee de 
polysaccharide sur laquelle est greffe un polymere couple a un ligand d'affinite ct 
ayant un seuil de coupure ajustablc compris cntre 2 kDa et 60 kDa, ladite colonne 
ctant evcntuellement montee en derivation d'un module de filtration. 

20 4. Dispositif scion la revendication 3, caraeterisc en ce que le gel 

adsorbant consiste cn une matriee a base d'un derive d'agarosc sur laquelle est greffd 
du polyethylencglycol coupl6 a l'acide iminodiacctique lui-meme coupld a des ions 
cuivreux et ayant un seuil dc coupure dc 20 kDa. 

5. Dispositif selon la revendication 2 ou la revendication 4, caract£- 
25 rise cn ce que la biomolecule est la B2-microglobuline scrique. 

6. Utilisation du dispositif selon les revendications 1 a 5 pour elimi- 
ner les biomolecules du sang, a Texception dc la dialysc cxtra^corporelle. 

7. Utilisation selon la revendication 6, caracterisee cn ce que le 
dispositif comprend un gel adsorbant consistant en unc matriee a base d'un derive 

30 d Agarose sur laquelle est greffe du polyetbylcneglycol couple a 1'acide iminodiace- 
tique lui-memc couple a des ions cuivreux et ayant un seuil de coupurc de 20 kDa. 
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8. Utilisation scion la rcvendication 7, caracterisee en ce que la bio- 
molecule est la p2-microglobuline serique. 

9. Dispositif selon Tune quclconquc des rcvendications 1 a 5, 
caract6rise en ce que le dispositif est un systeme de dialyse extra-corporelle. 

5 
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THE FOLLOWING IS THE ENGLISH TRANSLATION OF THE 
AMENDMENTS TO THE CLAIMS OF THE INTERNATIONAL 
APPLICATION UNDER PCT ARTICLE 19: AMENDED SHEETS 
(Pages 16 and 17). 
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CLAIMS 

1. Use, in a device intended to remove 

biomolecules , of an adsorbent gel combining the 
5 properties of size exclusion and affinity 
chromatographies, said adsorbent gel consisting 
essentially of a polysaccharide matrix onto which is 
grafted a polymer coupled to an affinity ligand and 
having an adjustable cut-off of between 2 kDa and 60 
10 kDa. 

2 . Use of an adsorbent gel combining the 

properties of size exclusion and affinity 
chromatographies, said adsorbent gel consisting 
essentially of a polysaccharide matrix onto which is 
15 grafted a polymer coupled to an affinity ligand and 
having an adjustable cut-off of between 2 kDa and 
60 kDa, for separating and purifying biomolecules. 

3. Use according to either of claims 1 and 2, 
characterized . in that the polysaccharide matrix is 

20 agarose or/,is based on an agarose derivative, the 
polymer is chosen from the group comprising 
polyethylene glycol and polypropylene glycol and the 
affinity ligand is chosen from the group comprising 
metal chelating agents coupled to metal ions, proteins, 

25 peptides, enzyme substrates or enzyme inhibitors. 

4. Use according to any one of claims 1 to 3, 
characterized in that the adsorbent gel consists of a 
matrix based on an agarose derivative onto which is 
grafted polyethylene glycol coupled to iminodiacetic 

30 acid itself coupled to copper (I) ions. 

5. Use, in a device intended for removing 
biomolecules, of an adsorbent gel combining the 
properties of size exclusion and affinity 
chromatographies, said adsorbent gel consisting of a 

3 5 matrix based on an agarose derivative onto which is 
grafted polyethylene glycol coupled to iminodiacetic 
acid itself coupled to copper (I) ions and having a cut- 
off of 20 kDa. 
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6. Use of an adsorbent gel combining the 
properties of size exclusion and affinity 
chromatographies, said adsorbent gel consisting of a 
matrix based on an agarose derivative onto which is 

5 grafted polyethylene glycol coupled to iminodiacetic 
acid itself coupled to copper (I) ions and having a cut- 
off of 20 kDa, for separating and purifying 
biomolecules . 

7. Use according to either of claims 5 and 6, 
10 characterized in that the biomolecule is serum {32- 

microglobulin . 

3 m Device for removing biomolecules comprising an 

ultrafiltration module optionally upstream and in 
series with a dialysis module, characterized in that 

15 this device further comprises a column containing an 
adsorbent gel combining the properties of size 
exclusion and affinity chromatographies, said adsorbent 
gel consisting essentially of a polysaccharide matrix 
onto which is grafted a polymer coupled to an affinity 

20 ligand and having- an adjustable cut-off of between 
2 kDA and 6 0 kDa, said column being mounted branching 
from said ultrafiltration module. 

9. Device according to claim 8, characterized in 
that the adsorbent gel consists of a matrix based on an 

2 5 agarose derivative onto which is grafted polyethylene 

glycol coupled to iminodiacetic acid itself coupled to 
copper (I) ions and having a cut-off of 20 kDa. 

10. Device for separating and purifying 
biomolecules comprising a column containing an 

30 adsorbent gel combining the properties of size 
exclusion and affinity chromatographies, said gel 
consisting essentially of a polysaccharide matrix onto 
which is grafted a polymer coupled to an affinity 
ligand and having an adjustable cut-off of between 

3 5 2 kDa and 60 kDa, said column being optionally mounted 

branching from a filtration module. 

11. Device according to claim 10, characterized in 
that the adsorbent gel consists of a matrix based on an 
agarose derivative onto which is grafted polyethylene 
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glycol coupled to iminodiacetic acid itself coupled to 
copper (I) ions and having a cut-off of 2 0 kDa. 
12. Device according to claim 9 or claim 11, 

characterized in that the biomolecule is serum p2- 
5 microglobulin. 

13 . Use of the device according to claims 8 to 12 

for removing biomolecules from blood, with the 
exception of extracorporeal dialysis. 

14. Use according to claim 13, characterized in 

10 that the device comprises an adsorbent gel consisting 
of a matrix based on an agarose derivative onto which 
is grafted polyethylene glycol coupled to iminodiacetic 
acid itself coupled to copper (I) ions and having a cut- 
off of 20 kDa. 

15 is. use according -to claim 14, characterized in 

that the biomolecule , -is serum (32 -microglobulin . 
16. Device according* to any one of claims 8 to 12, 

characterized in that the device is an extracorporeal 
dialysis system. 
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RAPPORT D'EXAMEN 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL Demande internationale n° PCT/FR99/02635 



I. Bas du rapport 

1 . Ce rapport a et§ r§dige sur la base des elements ci-apr^s (les feuilles de remplacement qui ont ete remises a 
i'office rgcepteur en reponse a une invitation faite conformement a i'articie 14 sont considerees dans le present 
rapport comme "initialement dgposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne contiennent 
pas de modifications (regies 70. Wet 70. 1 7).) : 
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1-11 version initiale 

Revendications, N°: 
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2. En ce qui concerne la langue, tous les elements indiques ci-dessus etaient a la disposition de I'administration ou 
lui ont ete remis dans la langue dans laquelle la demande internationale a §t§ d§pos6e, sauf indication contraire 
donnee sous ce point. 

Ces Elements etaient k la disposition de I'administration ou lui ont et§ remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche internationale (selon la regie 23.1(b)). 

□ la langue de publication de la demande internationale (selon la regie 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen preliminaire internationale (selon la regie 55.2 ou 
55.3). 

3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguees dans la demande 
internationale (le cas echeant), I'examen preliminaire internationale a ete effectue sur la base du listage des 
sequences : 

□ contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

□ depose avec la demande internationale, sous forme d§chiffrable par ordinateur. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 

□ remis ulterieurement & I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle le listage des sequences par §crit et fourni ulterieurement ne va pas au-dela 
de la divulgation faite dans la demande telle que depos§e, a ete fournie. 

□ La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous dechiffrable par ordinateur sont identiques a 
celles du listages des sequences Presents par ecrit, a 6te fournie. 

4. Les modifications ont entrame I'annulation : 
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□ de la description, pages : 

IS des revendications, n 05 : 10-16 

□ des dessins, feuilles : 

5. □ Le present rapport a 6te formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont 6te considerees 

comme allant au-dela de I'expose de invention tel qu'il a ete depose, comme il est indiqu6 ci-apres (r£gle 
70.2(c)) : 

(Toute feuille de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiqu£e au point 1 et 
annexSe au present rapport) 

6. Observations complementaires, le cas 6cheant : 



V. Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 



Nouveaut6 


Oui : 


Revendications 


1-9 




Non : 


Revendications 




Activity inventive 


Oui : 


Revendications 


1-9 




Non : 


Revendications 




Possibilite d'application industrielle 


Oui : 


Revendications 


1-9 




Non : 


Revendications 





2. Citations et explications 
voir feuille separee 
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C ncernant I p int V 

Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive t 
la possibility d'application industrielie; citations et explications a l appui de cett 
declaration 

1 . Art anterieur le plus proche 

D1 (EP-A-0 510 393) decrit une colonne d'affinite chromatographique mise en oeuvre 
dans un dispositif de dialyse afin de separer la p2-microglobuline du sang (voir D1 : 
page 14, lignes 30-34). Cette colonne comporte un support a base de cellulose sur 
lequel est greffe un polymere lui-meme couple a un ligand d'affinite (voir D1: 
revendication 1; page 13, lignes 29-35). D1 n'indique aucun seuil de coupure de la 
colonne. 

2. Nouveaute 

L'objet de la revendication 1 differe de D1 en ce que le polymere est greffe sur un g I 
("filtration sur gel"). 

3. Activite inventive 

Le probleme technique a resoudre par rapport a D1 est d'augmenter la specif icite de 
la colonne pour des polluants du sang tels que la (32-microglobuline. La mise en 
oeuvre d'un gel sur lequel est greffe un polymere permet d'ajuster le seuil de coupure 
de la colonne entre 2 kDa et 60 kDa (voir la demande: page 8, lignes 9-16). 
D1 ne decrit ni ne suggere d'utiliser un gel comme support de la colonne. 
D2 (J. Porath; Int. J. of Biochromatography, vol. 3, no. 1, 1997, pages 9-17) decrit 
une colonne d'affinite chromatographique possedant un gel (agarose) en tant que 
support sur lequel un ligand d'affinite (Cu-iminodiacetate) est couple (voir D2: page 
13, dernier paragraphe). Une colonne semblable, a savoir ne possedant pas de 
polymere, fait l'objet de I'exemple comparatif decrit dans la demande a la page 9, 
lignes 1-11 qui montre qu'elle ne presente pas de specificite pour la (32- 
microglobuline (voir la demande: page 9, ligne 31 - page 10, ligne 19). 
L'activite inventive en ce qui concerne la revendication 1 et par consequent les 
revendications 2, 3-5, 9 et 6-8 peut done etre reconnue. 
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REVINDICATIONS MODIFIEES 

[re?ues par le Bureau International le 10 avril 2000 (10.04.00); 
revendications originales 1-16 rernplacees par de nouvelles 
revendications 1 -9 (2 pages)] 



1. Dispositif pour climiner ies biomolecules comprenant un module 
d* ultrafiltration evcntuellemcnt en amont ct en serie d'un module de dialysc, earactc- 
risc cn ce que cc dispositif comprend cn plus une colonne contenant un gel adsorbant 
5 alliant les proprietes des chromatographies d'cxclusion stdrique et d'affinite, ledit gel 
adsorbant consistent esscntieliemcnt en unc niatrice de polysaccharide sur laquclle est 
greffc un polymere couple a un ligand d'affinite et ayaat un seuil de coupurc ajustabic 
oorapris entre 2 kDa et 60 lcDa 3 la ditc colonne ctant montcc en derivation dudit 
module d'ultrafiltration. 

20 2. Dispositif scion la revendication 1, caracterisd en ce quo le gel 

adsorbant consiste en une matrice & base d'un derive d'agarose sur laquellc est grefife 
du polycthyleneglycol couple & l'acide iminodiacetiquc lui-mcmc couple a des ions 
cuivreux et ayant un seuil dc coupure de 20 kDa. 

3. Dispositif pour scparer et purifier des biomolecules comprcnant 

15 une colormc contenant un gel adsorbant alliant les proprietes des chromatographies 
d'exclusion sterique ct d'affinitd, ledit gel consistent esscntieliemcnt cn une matrice de 
polysaccharide sur laquellc est greffc un polymere couple a un Hgand d'affinite ct 
ayant un seuil de coupure ajustablc compris cntre 2 kDa et 60 kDa, ladite colonne 
ctant cvcntucllement montee en derivation d'un module dc filtration. 

20 4. Dispositif scion la revendication 3, caracterisd en ce que le gel 

adsorbant consiste en une matrice a base d'un derivd d'agarose sur laquellc est greffd 
du potyethyicncglycol couple k l'acide irninodiac6tique lui-meme couple a des ions 
cuivreux et ayant un seuil dc coupurc dc 20 kDa. 

5. Dispositif selon la revendication 2 ou la revendication 4, caracte- 
25 rise cn ce que la biomolecuie est la B2-microglobuline staque. 

6. Utilisation du dispositif selon les revendications 1 a 5 pour elinii- 
ner les biomolecules du sang, a 1' exception dc la dialysc cxtra-corporellc. 

7. Utilisation selon la revendication 6, caracterisee cn ce que le 
dispositif comprend un gel adsorbant consistant en unc matrice a base d'un derive 

30 d'agarose sur laquelle est greffe du polyethyl6neglycol couple a l'acide irninodiace- 
tique lui-mcmc couple a des ions cuivreux et ayant un seuil de coupurc de 20 kDa. 
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8. Utilisation scion la rcveodication 7, caracterisee en ce que la bio- 
molecule est la p2-microglobuline serique. 

9. Dispositif selon Tun quclconquc des rcvendications 1 a 5, 
caract&ise en ce que ie dispositif est un systeine de dialyse extra-corporelle. 
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3. Le present avis est accompagne d'une copie de la demande intemationale publico par le Bureau international le 
11 mai 2000 (1 1.05.00) sous le nume>o WO 00/2591 1 

RAPPEL CONCERIMANT LE CHAPITRE II (article 31.2)a) et regie 54.2) 

Si le deposant souhaite reporter I'ouverture de la phase nationale jusqu'a 30 mois (ou plus pour ce qui concerne certains 
offices) a compter de la date de priorite, la demande d'examen preliminaire international doit etre presentee a 
('administration competente charged de I'examen preliminaire international avant I'expiration d'un delai de 19 mois a 
compter de la date de priorite. 

II appartient exclusivement au deposant de veiller au respect du delai de 19 mois. 

II est a noter que seul un deposant qui est ressortissant d'un Etat contra eta nt du PCT lie par le chapitre II ou qui y a son 
domicile peut presenter une demande d'examen preliminaire international. 

RAPPEL CONCERIMANT L'OUVERTURE DE LA PHASE NATIONALE (article 22 ou 39.1)) 

Si le deposant souhaite que la demande intemationale procede en phase nationale, il doit dans le delai de 20 mois ou 
de 30 mois, ou plus pour ce qui concerne certains offices, accomplir les actes mentionnes dans ces dispositions aupres 
de chaque office designe ou 6lu. 

Pour d'autres informations importantes concernant les delais et les actes a accomplir pour I'ouverture de la phase 
nationale, voir I'annexe du formulaire PCT/IB/301 (Notification de la reception de t'exemplaire original) et le volume II 
du Guide du deposant du PCT. 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 
(article 1 8 et regies 43 et 44 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou 
du mandatatre 

CMGrm644/38 


POUR SUITE vobr la notification de transmission du rapport de recherche Internationale 
(formulaire PCT/ISA/220) et, le cas echeant, ie point 5 d-apres 

A DONNER 


Demande brtemabonaJe n° 

PCT/FR 99/02635 


Date du depot tofemBtikx^(jour^&ann4e) 

28/10/1999 


(Date de prlorfte (la plus andenne) 
(jourfmois/ann6e) 

30/10/1998 


Deposant 

CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTI. .et al . 



Le present rapport de recherche Internationale, etabll par radmtnlstration chargee de la recherche Internationale, est transrrds au 
deposant conformement a Particle 1a Une cople en est transmtee au Bureau International. 

Ce rapport de recherche Internationale comprend 3 feuJQes. 

|X| II est aussJ accompagne tfune cople de chaque document relatif a fetat de la technique qui y est cfte. 



du 

a. En ce qui conceme la langue, la recherche Internationale a ete effectuee sur la base de la demande Internationale dans la 
langue dans laqueOe ede a ete deposee, sauf Indication contralre donnee sous le meme point 

I | la recherche Irtemattonale a ete effectuee sur la base a* une traduction de la demande trrtemationale remise a 'administration. 

b. En ce qui conceme les sequences de nucleotides ou cfactdes amines dfvulguees dans la demande Internationale (le cas echeant), 
la recherche Internationale a ete effectuee sur la base du Dotage des sequences : 
I | contenu dans la demande trttematlonale, sous forme ecrfte. 

deposee avec la demande tntemationale, sous forme dechtffrable par ordlnateur. 

rem Is ulterleurement a radmlnistration, sous forme ecrfte. 

rem Is ulterleurement a radmlnistration, sous forme dechtffrable par ordlnateur. 



□ 
□ 
□ 
□ 

□ 



La declaration, selon laquelle le Ostage des sequences present* par ecrft et fouml ulterleurement ne vas pas au-dela de la 
divulgation f arte dans la demande telle que deposee, a ete foumle. 

La declaration, aeton laquelle les triformations enregtetrees sous forme decrtrffrabte par ordlnateur sont Wentiques a cefles 
du Ostage des sequences presents par ecrft, a ete foumle. 



I I lladt* estim* que certain©* rBvemScatiom ne pouvaient pas fairs Pobjet <fune recherche (voir le cadre I). 
I I II y a absence cfunrt* de I'invention (voir le cadre II). 



2. 

a 



4. En ce qui conceme le trtre, 



|X| le texte est approuve tel qui! a ete remls par le deposant 

I I Le texte a ete etabU par radmlnistration et a la teneur sulvante: 



5. En ce qui conceme I'abrege, 

|Y1 te toxte est approuve tel qull a ete remls par le deposant 

□ le texte (reprodutt dans le cadre III) a ete etabll par radmlnistration coiTformement a la regie 38.2b). Le deposant peut 
presenter des observations a radrrtfitistratlon dans un deiaJ o*un mols a compter de ta date d'expedffion du present rapport 



de recherche Intematlonale. 
a La figure des dsssins a pubfler avec rabrege est la Figure 



I I suggeree parle deposant Q Aucune dee figures 

I I parce que le deposant rfa pas suggere de figure. nest a pubfler. 

I | parce que cette figure caractertse mJeux rinveritkm. 
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Demand* tntetnatiotials- No 

PCT/FR 99/02635 



A. CLA88EMENT DE L'OBJET DE LA DEMAND E , 

CIB 7 B01J20/32 BO ID 15/08 A61M1/36 



Sdon la ctessfflcatkn fcttemaflonate dee brevets (GB) oua la fate eeton te dassffcatlon natfonate et la CIB 



B. OOUA1NE8 8UR LE8QUEL8 LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation mmfrnafe cortsuftee (eysteme de dassfflcaHon sufvl dee symbolee de dassement) 

CIB 7 B01J B01D A61M 



Documentation consuftee autre que ta documentation mMmaJe dans la mesure 0C1 cee documents nelevent dee domalnee sur leequete a porta la recherche 



Base de donneee electrortfque consuftee au coure de la recherche fcitemaflonale (nom de la base de domeee, etsi realsabie, termed de recherche uMses) 



C DOCUMENTS CON8DERE8 COHME PERTINENTS 



Categorfe" Identification dee documents cites, avec, le caa echeant, llnolcatksn dee passages pertinents 



no. dee revendcaHons vteees 



J. PORATH: "adsorptlve size exclusion 
chromatography (concentration) Adsec" 
INT. J, OF BIOCHROMATOGRAPHY, 
vol, 3, no. 1, 1997, pages 9-17, 
XP002U0958 
dt6 dans la demande 
page 13 -page 15 



1-4,10, 
13 



EP 
14 



0 295 073 A (CHROMATOCHEM) 
dScembre 1988 (1988-12-14) 
je 2, llgne 59 -page 3, ligi 



-page 3, Hgne 
*1gne 65 
"gne 65 
gne 46 



1-4,10, 
13 



-/- 



Voir la suite du cadre C pour la fin de la Iste dee documents 



ID 



Lee documents de famllee de brevets sent Indques en annexe 



' Categories epedaJes de docurnents crtee: 

'A" document defWssant Tetat general de la technique, non 

consMere comme partfcxtereme n t pertinent 
"E" document anterieur, mais pubie a la date de depot kitemaUona) 

ou apres cette date 
"L" document pouvant Jeter un doute sur une revendcaUon de 
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Basis of the report 



With regard to the elements of the international application 
| | the international application as originally filed 
the description: 

pages MJ __ * ^ originally filed 

, filed with the demand 



pages 



pages , filed with the letter of 



the claims: 

pages . 

1_9 , as amended (together with any statement under Article 19 



, as originally filed 



, filed with the demand 



pages 

pages 

pages , filed with the letter of 

the drawings: 

pages 1/8-8/8 , as originally filed 

pages 



, filed with the demand 



pages , filed with the letter of 



| | the sequence listing part of the description: 

pages __ - ' 35 o"g inalI y fi,ecl 

pa g es , filed with the demand 

pages ^ , filed with the letter of . 



2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. . 
These elements were available or furnished to this Authority, in the following language _ whicn is. 

| | the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23. 1 (b)). 

| | the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

| | the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

| | contained in the international application in written form. 

| | filed together with the international application in computer readable form. 

| | furnished subsequently to this Authority in written form. 

| | furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

| | The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 

international application as filed has been furnished, 
| | The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 

been furnished. 

The amendments have resulted in the cancellation of: 
I | the description, pages 



the claims, Nos. 10-16 

1 | the drawings, sheets/fig 



□ This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

♦ Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 MJgffr™* \°, 
in this report as "originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule /U.IO 
and 70 J 7). 

** Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item J and annexed to this report. 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-9 



1-9 



1-9 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

1. Closest prior art 

Dl (EP-A-0 510 393) describes a chromatographic 
affinity column implemented in a dialysis device in 
order to separate fJ2-microglobulin from blood (see 
Dl : page 14 , lines 30-34). Said column comprises a 
cellulose-based support onto which a polymer, in 
turn coupled to an affinity ligand, is grafted (see 
Dl : Claim 1; page 13, lines 29-35). Dl does not 
indicate a threshold for splitting the column. 

2. Novelty 

The subject matter of Claim 1 differs from Dl in 
that the polymer is grafted onto a gel ("gel 
filtration" ) . 

3. Inventive step 

The technical problem to be solved in relation to Dl 
is that of increasing the specificity of the column 
for blood contaminants such as B2-microglobulin . 
Using a gel with which a polymer is grafted thereon 
enables the threshold for splitting the column to be 
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adjuste^etween 2 kDa and 60 kDa Tsee application 
page 8, lines 9-16) . 

Dl does not describe or suggest using a gel as a 
column support. 

D2 (J. Porath; Int. J. of Biochromatography , Vol. 3, 
no. 1, 1997, pages 9-17) describes a chromatographic 
affinity column using a gel (agarose) as a support 
to which an affinity ligand (Cu-iminodiacetate) is 
coupled (see D2 : page 13, last paragraph). A 
similar column, namely a column having no polymer, 
is the subject of the comparative example described 
in the application on page 9, lines 1-11, which 
shows that the column does not have specificity for 
{^-microglobulin (see application: page 9, line 31 - 
page 10, line 19) . 

An inventive step can therefore be acknowledged for 
Claim 1 and, consequently, Claims 2, 3-5, 9 and 6-8. 
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